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RESUMO

O estresse oxidativo é um dos principais desencadeadores de doengas degenerativas, como
cancer e Alzheimer, danificando principalmente a membrana celular, o que prejudica a
permeabilidade da célula, também podendo acarretar mutacGes genéticas. Em contrapartida a
essas doencas diversos farmacos foram desenvolvidos corroborados pelo uso de produtos
naturais. O género Psychotria é o maior da familia Rubiaceae e possui cerca de 1400 a 2000
espécies com vasta distribuicdo na zona tropical. Os extratos de algumas espécies desse género
possuem um amplo espectro de atividades relatadas na literatura, sendo estas empregadas na
medicina popular como infusdo para tratar doencas bronquicas, disturbios reprodutivos,
doengas gastrointestinais e dores de cabeca. Neste contexto o presente estudo relata a
quantificacdo dos constituintes do extrato metandlico de P. capillacea (EMPC), assim como
avaliacdo de seu potencial antioxidante, antiproliferativo e anicolinesterasico. O EMPC foi
preparado a partir das folhas e galhos de Psychotria capillacea coletados na regido de
Dourados-MS, com posterior analise de teor de constituintes (fendis, flavonoides, flavonol e
taninos condensados) e avaliagdo dos potenciais antioxidante (DPPH, cooxidacdo do [-
caroteno/acido linoleico e MDA-TBARS), antiproliferativo e anticolinesterdsicos. O EMPC
apresentou elevada concentracdo de taninos condensados (439,21 mg (CE) / g extrato) e flavnol
(541,29 mg QE / g de extrato) comparado a valores relatados anteriormente na literatura. O
EMPC também demonstrou elevada atividade antioxidante no método de DPPH (ICso = 16,60
pg/mL), e moderada atividade antioxidante nos métodos de cooxidacdo do B-caroteno/ac.
Linoleico (%AA = 46,48) e MDA-TBARS (ICsp = 82,09 pg/mL), quandocomparados ao
controle BHT (16,72 pg/mL, 91.20 % de AA e 75,69 pg/mL). O EMPC apresentou atividade e
seletividade frente a linhagem celular de ovario (OVCAR-3) com Glso de 2,23 pg/mL. O EMPC
demonstrou atividade anticolinesterdsica no modelo In vitro utilizando enzimas extraidas de
cérebro de ratos, apresentando os melhores resultados nas concentracdes 2,5 mg/mL (4,03x
0,16 umol de ACh hidrolisada x hora™t/mg de proteina) da estrutura cerebral hipocampo onde
apresentou menor taxa de hidrélise quando comparado ao controle (12,37 £ 5,81 pumol de ACh
hidrolisada x hora®/mg de proteina). No entanto ensaios in vivo de modelos antioxidantes e
anticolinesterasicos sdo cruciais para caracterizar o EMPC como antioxidante bioldgicos e
inibidor colinesterasico.

Palavras-chaves: Alzheimer; estresse oxidativo; cancer; cafezinho
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1. INTRODUCAO

O emprego de plantas medicinais para tratamento de doencas segue as civilizacbes
desde os primérdios de sua existéncia. De acordo com Rezende e Cocco (2002) os primeiros
achados de uso de plantas para tratamento de doencas datam de mais de sessenta mil anos,

sendo as descobertas realizadas em ruinas no Ira.

Os primeiros registros escritos de fitoterapicos foram datados a 3000 a. C, localizados
na China. Onde o imperador da época se encarregou de catalogar 365 ervas medicinais e
venenos que eram empregados pela comunidade, elaborando assim o primeiro herbario que se
tem noticia até hoje. Esse meio de tratamento utilizando o conhecimento popular seguiu

crescendo até o final da segunda Revolugdo Industrial (FRANCA, 2008).

Até final do século XIX a fitoterapia era a principal forma de tratamento, no entanto
com o avanco tecnoldgico proporcionado pelo advento da sintese de farmacos em larga escala
acabou desestimulando, no decorrer do tempo, o0 uso de plantas medicinais para tratar
enfermidades. Entretanto este cenario vem mudando gradualmente, inclusive no Brasil
(Decreto n° 5.813/2006).

O uso de plantas medicinais no Brasil tem suas origens enraizadas na cultura indigena,
sendo também influenciada pela cultura africana e portuguesa, dando origem a uma ampla
medicina popular. Atualmente com a implantacdo de programas e politicas nacionais, houve
incentivo para o uso de novas alternativas medicamentosas frente aos farmacos sintéticos. Pode-
se destacar a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, inserida no ano de 2006,
que tem por finalidade garantir acesso consciente e seguro de plantas e fitoterapicos,
estimulando o uso sustentavel da biodiversidade seguido do crescimento da cadeia produtiva e
da industria nacional, e por sua vez favorecendo a pesquisa cientifica das plantas medicinais
(ALVES e SILVA, 2003).

Além do incentivo dado pelo governo, outro fator que favorece o uso popular de
fitoterapicos, sdo os estudos cientificos sobre as espécies utilizadas. Neste quesito o Brasil esta
se aperfei¢coando, j& que o mesmo possui a maior biodiversidade do planeta, contando com
cerca de 20% de todas as espécies da Terra (BRASIL, 2016 (a)).

Toda biodiversidade do pais estd disposta em 8,5 milhdes de Km? ocupando quase
metade de toda América do Sul. Por possuir uma extensao continental o Brasil guarda diversos

biomas com zonas climaticas distintas, tais como, Floresta Amazdnica, maior floresta tropical
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umida do planeta; Pantanal, maior planicie inundével; Cerrado de savanas e bosques, Pampas
gauchos e Mata Atlantica (BRASIL, 2016 (a)).

Todos esses biomas contam com cerca de 56.000 espécies de plantas catalogadas
dispostas em suas extensdes territoriais. O progresso da conservacdo e restauracdo de tal
biodiversidade depende, inicialmente, da sensibilizacdo e do conhecimento das espécies em

relacdo a sua importancia para o meio ambiente e para o homem (BRASIL, 2016 (b)).

Grande parte dos recursos terapéuticos modernos, constituidos por medicamentos que
atuam especificamente sobre receptores, canais aniénicos e sitios enzimaticos de clivagem, ndo
teriam sido descobertos sem a contribuicdo dos produtos naturais, principalmente das plantas
superiores. No mercado mundial 59% dos farmacos sdo produzidos sinteticamente, 0s outros
41% sdo provenientes de fontes de produtos naturais (PN). Destes, 25% de plantas, 13% dos
microrganismos e 3% de animais. No caso de drogas para tratamento de cancer, esse percentual
aumenta para 70% no uso de PN oriundo de plantas medicinais (CALIXTO 2003).

De acordo com Simdes (2001), a producdo dos compostos responsaveis pela atividade
bioldgica e farmacoldgica das plantas ocorre na via metabdlica da mesma, e os produtos sao
divididos em metabdlitos primarios (lipidios, carboidratos, proteinas, dentre outros) e o0s
secundarios (alcaloides, flavonoides, terpenos e outros). Os metabdlitos priméarios tém como
funcdo suprir as necessidades estruturais e metabolicas da planta como um todo. J& 0s
metabdlitos secundarios possuem aplicabilidade para defesa e reproducdo, encontrados em
maior quantidade no periodo de inflorescéncia ou quando a planta é submetida a uma condicéo
adversa. Sendo os metabolitos secundarios 0s principais responsaveis pelas atividades
bioldgicas e farmacoldgicas das plantas, por sua vez, um alvo altamente desejado das pesquisas
cientificas. Os metabdlitos secundarios também sdo empregados como marcadores

quimiotaxondmicos para distinguir Familias, Géneros e Espécies de plantas (SIMOES, 2001).

Muitos farmacos foram descobertos por meio da etnobotéanica (ciéncia que estuda o
conhecimento popular), onde alguns desses farmacos permanecem sem alteracdo desde sua
descoberta, apesar de todo avango da quimica sintética. Ainda hoje, diversas classes de
metabolitos secundarios servem como protétipos de origem natural para sintese de farmacos,
evidenciando a importancia e o potencial das plantas para industria farmacéutica. (MACIEL et
al., 2002; COSTA-LOTUFO etal., 2010; GILANI e RAHMAN, 2005; CORDELL et al., 2001).
Por isso, € de suma importancia a multidisciplinaridade no estudo de plantas medicinais,

englobando profissionais das areas de etnobotanica, quimica e a farmacologia para viabilizar



16

um amplo espectro de conhecimento do uso terapéutico de plantas medicinais de maneira
sustentavel. Neste contexto, se torna necessario a pesquisa, visando elucidar o perfil quimico e
avaliacdo da atividade bioldgica da Psychotria capillacea, devido a escassez de dados na

literatura para a mesma
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género psychotria

O género Psychotria é o maior da familia Rubiaceae e possui cerca de 1400 a 2000
espécies com ampla distribuicdo na zona tropical (Figura 1). A maioria das espécies do género
apresenta habito arbustivo, no entanto, arvores, ervas, lianas e epifitas também sdo comumente
encontradas no género (FARIA et al.; 2008; LIBOT et al., 1987; NEPOKROEFF et al., 1999).

Figura 1 - Zonas climéticas continentais.

BT | AT OCEANO
ZONA TEMPERADA DO SUL  [npico

Fonte: IBGE, 2003.

Devido a complexidade do género Psychotria estudiosos propuseram a sua divisao em
trés subgéneros distintos, sendo eles o Psychotria, Tetramerae e Heteropsychotria. Para tal
feito, tomou-se como base a distribuicdo geografica e caracteristicas morfologicas, onde o
subgénero Psychotria engloba espécies pantropicais!, enquanto o Heteropsychotria possui
espécies neotropicais?, e o Tetramerae detém apenas espécies da Africa e Ilha de Madagascar
(TAYLOR et al., 1996).

Os alcaloides sdo empregados como marcadores quimiotaxondmicos para 0 género

Psychotria, distinguindo assim os subgéneros entre si, a partir de suas principais classe de

1 Espécies pantropicais: possuem ocorréncia entre os tropicos, em especifico os trépicos de Capricornio e Cancer.
2 Espécies neotropicais: tem ampla ocorréncia nos continentes Americanos.
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compostos quimicos. O subgénero Psychotria se diferencia dos demais pela presenca de
alcaloides polinddlicos, originados como consequéncia da condensacdo de alcaloides
triptaminicos (N-metiltriptamina (2A), ou N,N-dimetiltriptamina (2B)) ou de duas ou mais
ligacbes de N-b-metiltriptamina. Enquanto as espécies do subgénero Heteropsychotria séo

distinguidas pela presenca de alcaloides indol-monoterpénicos (Figura 3) (LOPES et. al.; 2004).

Figura 2 - Biossintese de alcaloides polindolicos a partir do L-triptofano.

i . —»’
NH, " NH; N HN\CH3 N
H H

H
n-Triptofano Triptamina (A) N-metiltriptamina

s
(\@@ —> Condensagao
He” TcHy N

(B) N,N-dimetiltriptamina jl

Alcaloides
polinddlicos

Fonte: LOPES et al., 2004, adaptado.

Figura 3 - Rota Biossintética de alcaloides indol-monoterpénicos.

= Triptofano HO /CH2
o T descarboxidse (\@@
NH, NH, N O\Rl
H

N
H . .
n-Triptofano Triptamina Ol X 0O

(e}
“CH,
Secologanina

\ Alcaloides

R! = - Glicose indol-monoterpénicos

O—cH,
Estectrosidina

Fonte: DEWICK, 1997.

Os extratos de algumas espécies desse género possuem um amplo espectro de atividades

relatadas na literatura, sendo estas empregadas na medicina popular como infusdo para tratar
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doencas brénquicas, distarbios reprodutivos, doencgas gastrointestinais e dores de cabeca. E
também sdo utilizadas como aplicativo externo para tratar doengas de pele, problemas oculares
e de ouvido (PERRY e METZGER, 1980; LAJIS et al.,1993).

Podem-se citar como exemplo o extrato alcaloidico de folha de P. fosteriana que
demonstrou potente atividade citotoxica na linhagem de células leucémicas humanas. O extrato
de P. oleoides (Psicoleina (4A) exibiu uma influéncia significativa frente a horménios
hipofisiérios. Psicotridina A, iso-psicotridina (4B), quadrigemina A (4C) e quadrigemina B
(4D) demonstraram atividade antibidtica contra cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (Figura 4) (ADJIBADE, 1990; MAHMUD et al., 1993).

Figura 4 - Metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas comprovadas, isolados de P.

oleoides.

(B) Iso-psicotridina

N_ _N i
S L

ZL‘ 5 x

ZT
z
ZT

(C) Quadrigemina A (D) Quadrigemina B

Fonte: FARIAS, 2006, adaptado.

Partindo dessa premissa de empregar plantas medicinais para combater enfermidades,
faz-se necessario o estudo aprofundado da P. capilacea, uma vez que a mesma ndo apresenta

relatos bibliograficos até o momento (2016), sobre sua composicdo quimica ou atividades
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bioldgicas. Espécies do género justificam tal pesquisa, por apresentarem extratos bioativos com

diversas atividades ja relatadas.

2.2 Psychotria capillacea Miill. Arg.

Segundo Pereira (2007) a P. capillacea é um arbusto de pequeno porte com ampla

ocorréncia por todo o Brasil, também ocorrendo na Argentina, Paraguai e Uruguay. Suas folhas

sdo afiladas e pecioladas, os peciolos sdo cruzados antepostos. A inflorescéncia ocorre de

setembro a dezembro, suas flores séo pequenas e amarelas. A frutificagdo o corre de outubro a

julho, sendo seus frutos pequenos (2-3cm), globulosos e avermelhados (Figura 5).

Figura 5 - Fotografia com exemplar da espécie P. capillacea seguida de sua classificagdo.

Fonte: Proprio autor.

Reino Plantae

Superdivisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliopsida

Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteriade

Ordem: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Género: Psychotria

Subgénero: Heteropsychotria
Espécie: P. Capillacea
Sinonimias: Mapouria capillacea
Mull.Arg.; Psychotria
chiococcoides Standl.; Psychotria
paraguariensis Chodat e Hassl.;
Uragoga capillacea (Mull.Arg.)
Kuntze (Flora do Brasil, 2016).

P. capillacea € conhecida popularmente como erva-de-rato-branca e café selvagem. A

espécie ndo apresenta relatos de estudo fitoquimico e atividades bioldgicas na literatura

pesquisada. Segundo Pereira (2007) a espécie se distribui por todo Mato Grosso do Sul, com
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maior ocorréncia no Parque Estadual das Varzeas do Rio Ivinhema (PEVRI) (Coordenadas: 22°
57'33.2" S53° 40' 06.5" W).

2.3 Estresse oxidativo

Espécies reativas (ERs) de oxigénio (EROSs), nitrogénio (ERNSs) e radicais livres (RL),
que sdo produzidas pelo metabolismo normal dos organismos aerobicos, quando ndo
controlados, podem desencadear diversas doencas cronicas e degenerativas. Os organismos
aerdbicos podem apresentar uma desordem entre o sistema de antioxidantes e as espécies

reativas, ocasionando o que chamamaos de estresse oxidativo (MONTEIRO, 2007).

A membrana celular é a principal estrutura danificada pelas ERs por meio do processo
oxidativo em cadeia, uma vez que a mesma € constituida por acidos graxos insaturados. A
peroxidacdo origina diversos compostos derivados do metabolismo secundario da
lipoperoxidagdo, esses compostos na grande maioria possuem caracteristicas eletrofilicas,
destacando os aldeidos, que ao permearem a célula podem interagir com o DNA (&cido
desoxirribonucleico) e proteinas resultando em produtos toxicos e mutagénicos, deste modo o
processo oxidativo desordenado pode levar a faléncia do metabolismo celular, justificando o
aparecimento de tais doencas. (MONTEIRO, 2007; FENG et al., 2006; FERGUSON, 2010;
LIMA e ABDALLA, 2001; MARNETT, 1999).

Estudos com animais comprovam que o estresse oxidativo é um dos responsaveis pelo
envelhecimento, mutacdes e morte celular, assim como o aparecimento de varias doencas,
dentre elas o diabetes, mal de Parkinson, Alzheimer, aterosclerose, inflamac6es, além de
diversos tipos de cancer (FENG et al., 2006; GRIGNON e CHIANETTA, 2007; KARATAS,
KARATEPE, BAYSAR, 2002; VASCONCELOS et al., 2007).

A vitamina E (alfa-tocoferol) inibe a peroxidacdo lipidica e quelacdo de metais, sendo
o principal agente inativador de ERs, sua producdo ocorre no sistema enddgeno de protecdo
cerebral. No entanto, o uso de agentes antioxidantes que se acumulam no tecido cerebral sdo os

principais candidatos para prevencao ou tratamento de desordens oxidativas (FARIAS,2006).

As substancias antioxidantes podem ser naturais ou artificiais. Os naturais podem ser
encontrados principalmente em plantas, na forma de compostos fenolicos (flavonoides, fendis,
alcoois, tocoferois, tocotrienois), acido ascorbico e carotendides. Para os antioxidantes
artificiais podem ser citados butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e o acido

citrico, que retardam as reacOes de degradacdo oxidativa, ou seja, reduzem a velocidade da
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oxidagdo por um ou mais mecanismos, como inibi¢do de radicais livres e complexagdo de
metais (MATTOS et al, 2009).

Inimeras técnicas tém sido empregadas para determinar as atividades antioxidantes in
vitro, de maneira a permitir uma rapida triagem de substancias e/ou misturas que
potencialmente possam ser empregadas na prevencdo de doencas cronico-degenerativas
(ALVES et al., 2010). Dentre estes metodos destaca-se o sistema de cooxidagdo do pB-
caroteno/acido linoléico, o0 método de sequestro de radicais livres (DPPH) e o método de
inibicdo da lipoperoxidacdo empregando como biomarcador o malondialdeido MDA.

2.4 Cancer

O céncer, neoplasia maligna ou tumor maligno, é uma doenca que apresenta como
principal caracteristica, a multiplicacdo e propagacao celular desequilibrada no corpo de forma
anormal das préprias células corporais. Esta proliferacdo ndo é controlada pelos processos que
comumente regulam a diviséo celular e o crescimento de tecidos (GOMES, 2008).

O DNA ¢ detentor de todas as informacGes genéticas em um organismo complexo,
alguns dos seus genes sdo responsaveis pelo controle de crescimento e divisdo celular,
denominados oncogéneses. Outros genes de extrema importancia para o bom funcionamento
de um organismo complexo s&o 0s genes supressores de tumor, que tem por finalidade retardar
0 processo de divisdo celular, e levar a célula a morte no momento certo. A disfuncdo nos
oncogéneses e desativacdo dos genes supressores de tumor acarretam no aparecimento do
cancer. As mutacGes genéticas no DNA podem ser enddgenas (hereditaria) ou exodgenas
(alteracGes relativas aos habitos praticados). Na maioria dos casos de aparecimento de tumores,
podem-se relacionar as mutagdes exdgenas, sendo influenciados por habitos ndo saudaveis, tais
como exposicdo prolongada as fontes de radiacdo, tabagismo, alcoolismo, ma alimentacéo,

dentre outros (Instituto Oncoguia, 2015).

Nas Ultimas décadas, o cancer se apresentou como um problema de salde publica
mundial, estimulando o interesse urgente na pesquisa para o obtencao de novos farmacos com
atividade antitumoral. A descoberta de medicamentos para o cancer esta relacionada a pesquisas
de produtos naturais, sendo que entorno de 60% dos medicamentos empregados no tratamento
da doenga possuem sua origem relacionada a uma fonte natural. Dada a biodiversidade do pais,
as fontes naturais ainda estdo disponiveis em abundancia e oferecem as melhores possibilidades
de encontrar substancias de interesse terapéutico (COSTALOTUFO et al., 2010).
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O século XX apresentou um avanco consideravel na pesquisa de produtos naturais,
principalmente no campo da oncologia, 0 que possibilitou o desenvolvimento de inimeros
farmacos, podem ser citados como exemplo a Vimblastina (6A), Vincristina (6B)
(Catharanthus roseus), Paclitaxel (6C) e Docetaxel (6D) (Taxus brevifolia) (Figura 6)
(COSTA-LOTUFO et al., 2010; KATO et al., 2011).

Figura 6 - Estruturas dos principais farmacos derivados de plantas medicinais empregados no

tratamento do cancer.
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Fonte: COSTA-LOTUFO et al., 2010) adaptado.

Muitas substancias ja foram isoladas de produtos naturais apresentando atividades
antiproliferativa, demonstrando ser fonte promissora de drogas antitumorais. E possivel
aumentar a atividade apresentada realizando modificagdes simples na estrutura quimica dessas
substancias (BOGO, 2012).

Uma das principais ferramentas para obtencdo de novos farmacos é a modificacdo
estrutural de substancias ativas. Compostos com atividade bioldgica podem apresentar
propriedades indesejaveis, como toxicidade e baixa solubilidade. A estrutura dessas substancias
pode ser modificada, a fim de atenuar ou eliminar tais caracteristicas, e aumentar atividade
desejada (BOGO, 2012).

Grande parte dos medicamentos antineoplasicos utilizados na terapéutica foram
selecionados a partir da sua capacidade de controlar ou inibir a proliferacdo celular. Uma
técnica preliminar que tem sido utilizada é a determinacdo da atividade antiproliferativa in vitro
de diversas linhagens de celulas tumorais, possibilitando realizar de maneira simultanea a
analise de um grande numero de amostras; esta metodologia ¢ mais simples comparada a
ensaios in vivo (GOMES, 2008; BOGO, 2012).
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2.5 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é uma neuropatologia degenerativa progressiva que
acomete principalmente idosos com faixa etaria acima de 65 anos. O principal aspecto clinico
da doenca é a perda de memdria recente. Com o0 avanc¢o da doenca as lembrancas primordiais
também sdo afetadas, bem como as func¢des cognitivas e capacidade de realizar atividades
cotidianas. Acompanham estes sintomas distlrbios comportamentais, como irritabilidade,
alucinacoes, agressividade, e em estagio mais avancado da DA o paciente pode ter depressdo
(SERENIKI e VITAL, 2008).

Ainda de acordo com Sereniki e Vital (2008), a DA é caracterizada pela perda sinaptica
consideravel, bem como a deterioracdo de areas cerebrais encarregadas pelas funcGes de

memdria recente e cognigdo, como cértex, hipocampo, e o estriado ventral.

O fator genético hereditario é o principal agente desencadeador da DA, no entanto,
fatores externos também influenciam no aparecimento da neuropatologia. Dentre elas, ingestdo
de aluminio, estresse oxidativo, aminoacidos neurotoxicos e 0 comprometimento em
microtubos e proteinas associadas. E de extrema importancia ressaltar que esses fatores podem
ocasionar dano direto, ou mutacao genética somatica nos tecidos desencadeando futuramente a
patologia (LUCATELLI et al., 2009).

As caracteristicas histopatoldgicas para DA incluem depésitos de placas senis no espago
extra celular, emaranhados neurofibrilares intraneuronais (hipotese da cascata amiloidal) e
déficit do neurotransmissor acetilcolina (ACh) (hipdtese colinérgica) (SERINKI e VITAL,
2008).

Ainda segundo Serinki e Vital (2008), as placas senis sdo formadas a partir da clivagem
da proteina APP (proteina precursora amiloide) pelas enzimas B e y secretases gerando
peptideos insollveis e toxicos com elevado potencial de agregacdo. A hipo6tese amiloidal é
baseada na nesta sequéncia de reacfes, e sugere que 0 excesso de producdo, agregacdo e
deposigdo da proteina B-amildide leva a uma disfuncdo, seguida de morte neuronal. Ja os
emaranhados neurofibrilares sdo oriundos da hiperfosforilagdo da proteina tau. Esta proteina
em condic¢des normais liga-se aos microtubulos estabilizando a estrutura de suporte interno dos
neurdnios promovendo a condugdo de nutrientes e outras moléculas ao longo do axénio. Uma
vez que a proteina tau é alterada quimicamente, os microtibulos se desintegram e os novelos

que se formam provocam avarias na comunicacao neuronal e mais tarde a morte das células.
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A hipotese mais aceitavel para ocorrer a DA é o déficit do ACh (Figura 7). A ACh fica
armazenada nas vesiculas celulares pré-sinapticas, até o impulso nervoso estimular sua
liberacdo. Despolarizando a membrana celular, logo os canais de célcio dependentes de
voltagem se abrem, favorecendo a entrada dos ions célcio. A liberacdo da ACh estéa relacionada
com a concentracdo de célcio na célula. O neurotransmissor quando liberado na fenda sinaptica,
se liga aos receptores colinérgicos da célula pos-sinéptica, acarretando na abertura dos canais
de sodio dessa célula. O sddio é responsavel por despolarizar a célula pos-sinaptica, permitindo
a ocorréncia do impulso nervoso. Ap6s o impulso nervoso a acetilcolinesterase (AChE) se
encarrega de degradar a ACh em colina e acetato, evitando assim a abertura prolongada dos
receptores colinérgicos para a repolarizacdo da célula pre-sinaptica. No entanto, quando ha um
excesso de enzima AChE ou déficit na producdo de neurotransmissor ACh a partir da
Acetiltransferase (ChAT), ocorre entdo o comprometimento da memdria recente, iniciando
assim a DA (FARIAS, 2006).

Figura 7 - llustracdo exemplificando o funcionamento de um neurénio durante um estimulo

Nervoso.
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Fonte: TAMBELLI, 2010, adaptado.

Os produtos naturais sdo uma fonte promissora para descoberta de novos inibidores de
AChE, ja que os principais farmacos para o tratamentos da doenca séo oriundos de plantas
medicinais, como podem-se se citar a galantamina (8A), farmaco mais efetivo frente a doenga,

isolado do Galanthus sp e a rivastigmina (8B) (Physostigma venenosum) (DIAS et al., 2015).
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Figura 8 - Farmacos empregados no tratamento de DA.

(A) (B)
Fonte: (DIAS et al., 2015) adaptado.

A Cochrane Collaboration afirma que os inibidores de AChE sdo mais eficazes sobre as
funcBes cerebrais (cognicdo e memoria) nas doses mais elevadas em relacdo as mais baixas,
guando comparados ao placebo. No entanto o tratamento é paliativo, as doses mais elevadas
ocasionam efeitos adversos, como nauseas, hepatotoxicidade, vomitos, cefaleias e problemas
gastrointestinais, mas de forma geral sdo bem tolerados (MOREIRA e STEFANI, 2014).

Sé&o incentivadas pesquisas cientificas empregando plantas medicinais, na pretenséo de
encontrar potenciais protdtipos a farmaco, com baixos efeitos colaterais e elevada inibicéo
enzimatica, o que melhoraria significativamente a qualidade de vida do paciente e de seus
cuidadores (MOREIRA e STEFANI, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Quantificar o perfil fitoquimico e avaliar o potencial antioxidante, antiproliferativo e

anticolinesterasico do extrato metanolico de Psychotria capillacea Mull Arg. (Rubiaceae).
3.2 Objetivos Especificos

> Coleta, identificacdo e preparacdo do extrato metanolico das folhas de P. capillacea;

> Quantificacdo do teor de fendis, flavonoides, taninos condensados e flavonol presentes

no extrato metandlico;

> Avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, cooxidagdo do pB-
caroteno/acido linoléico e MDA-TBARS;

> Avaliacdo in vitro do potencial antiproliferativo do extrato metandlico empregando

linhagens celulares cancerosas e ndo-cancerosas.

> Avaliagdo in vitro do potencial anticolinesterasico do extrato metandlico.



28

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacdo do Extrato Metandlico

A espécie P. capillacea foi coletada na fazenda Coqueiro no més de agosto de 2014,
localizada na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul e identificadas pela Dra. Zefa Valdevina
Pereira. Posteriormente, uma exsicata (DDMS-5008) foi depositada no Herbério da Faculdade
de Ciéncias Biologicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados, MS. A secagem das partes aéreas (folhas e galhos) foi realizada em estufa de
circulacdo de ar a 45 £ 5 °C por 48 horas e, em seguida, triturado em moinho de facas. A amostra
foi submetida @ maceragdo exaustiva com metanol, posteriormente filtrada e concentrada em
evaporador rotativo sob pressao reduzida, para a obtencdo do extrato metandlico codificado
como EMPC (13,7798 g).

4.2 Teor de Constituintes

4.2.1 Concentracdo de Fendis Totais

A concentragdo de fendis totais da amostra foi determinada utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu (MAXSON e ROONEY, 1972). Resumidamente, 100 ul do extrato em metanol
(1 g/L) foi misturado com 1,0 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
(1:10 v / v). Apo6s a mistura, foi adicionado 1,5 ml de 2% de bicarbonato de sodio aquoso, e a
mistura foi deixada em repouso durante 30 min com agitacao intermitente. A absorbancia foi
medida a 765 nm utilizando um espectrofotdmetro. Concentracdo de fendlicos totais foi
expresso em equivalente de &cido galico em mg por grama de extrato (mg GAE/ g de extrato),
a partir da equacdo da reta obtida por regressao linear (OriginPro 9.1®). A solucdo de metanol

foi utilizada como branco. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.
4.2.2 Concentracdo de Flavondides Totais

A quantificacdo de flavonoides totais no extrato foi realizada espectrofotometricamente,
descrito por Lin e Tang (2007). 0,05 mL do extrato foi misturado com 1,50 mL de etanol a 95%,
0,10 mL de cloreto de aluminio a 10% (AICl:.6H20), 0,10 mL de acetato de sodio
(NaC2H302.3H20) (1 mol/L) e 2,80 mL de agua destilada. Apos incubagdo durante 40 min, a
absorbéancia foi medida a 415 nm utilizando um espectrofotdmetro. Para calcular a concentragédo

de flavondides, preparamos uma curva de calibracdo (OriginPro 9.1®) usando quercetina como
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padrdo. A concentracdo de flavondides foi expressa como equivalentes de quercetina em mg
por grama de extrato (mg QE/ g de extrato). Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

4.2.3 Concentracao de Taninos Condensados

O extrato foi misturado com 5 ml de vanilina-HCI (solucéo aquosa de HCI 8% e uma
solucdo de vanilina em metanol de 4%) e absorbancia a 500 nm foi lida ap6s 20 min em
triplicata de 5 em 5 minutos (MAXSON e ROONEY, 1972; LIN e TANG, 2007). A catequina
foi usada como o padrdo para obtencdo da curva-padréo (OriginPro 9.1). A concentragédo de
tanino condensado € expressa como equivalentes de catequina em mg por grama de extrato (mg
CE/ g de extrato).

4.2.4 Concentracao de Flavonol

A concentracdo de flavonol no extrato foi estimada utilizando o método descrito por
(MAXSON e ROONEY, 1972, BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BENSET, 1995).
Adicionou-se 2 ml de amostra, 2 mL solucdo etandlica de cloreto de aluminio (2%) e 3 mL
acetato de sodio (50 g/L). A mistura foi agitada e incubada durante 2,5 h a 20 °C. A absorbancia
foi lida a 440 nm em triplicata de 5 em 5 minutos. Utilizando a curva de calibracdo (OriginPro
9.1®) com a quercetina como padréo obteve-se o teor total de flavonol, que foi expresso em
mg de equivalentes de quercetina por grama de extrato (mg QE/ g de extrato).

4.3  Avaliacdo da Atividade Antioxidante

4.3.1 Método de Sequestro De Radicais Livres DPPH

A solucdo DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) (0,062 mg/ml) foi preparada sem
luminosidade, utilizando metanol CLAE como solvente. Para preparar a amostra, foi utilizada
a concentracdo de 1 mg/mL de extrato em metanol CLAE. Foram aplicados diferentes volumes
de amostra (5, 10,15, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 270, 350, 500 uL) juntamente com 2 mL de
solucdo DPPH, posteriormente as amostras foram incubadas na temperatura ambiente por 30
minutos. A leitura da absorbancia de cada amostra foi realizada no espectrofotdmetro a 515 nm
(HARBORNE e WILLIAMS, 2000). Toda a anélises foram realizadas em triplicata. A
porcentagem de inibigcdo (% 1) foi calculada pela formula: % | = (Ao — A)/Ao) x 100. Onde Ag
é a absorbancia do DPPH (controle) e A é a absorbancia da solu¢do de DPPH na presenca da

amostra. Foi empregado como controle positivo o BHT.
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Os valores de porcentagem de inibicdo foram plotados em funcdo da concentracdo
utilizando o programa de estatistica OriginLab 9.1 ®, empregando a analise de regresséo linear

para encontrar 0 ICsp, que é a concentracdo necessaria para inibir 50% da oxidacao.
4.3.2 Método do Cooxidagio do Ss-Caroteno/ Acido Linoleico

1 mL de solugdo de B-caroteno (2 mg/mL em cloroférmio), reagiu com 20 mL de acido
linoleico e 200 uL. de Tween 40, e posteriormente concentrada em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida a uma temperatura de 45°C por aproximadamente 5 minutos. Foi adicionado

ao concentrado 50 mL de agua destilada, agitando para formar emulséo.

A amostra foi preparada na concentragdo de 1 mg/mL em metanol CLAE. Os tubos
foram preparados em triplicata, adicionando 5 ml de emulsdo junto com 200 pL de amostra.
Para o controle o tubo foi preparado com 5 ml de emulsdo juntamente com 200 pL de metanol.
Os tubos foram incubados a uma temperatura de 50°C, fazendo leitura periddica a 470 nm em
espectrofotémetro de 15 em 15 minutos, até o branqueamento do controle (KAUR e KAPOOR,
2002; RUFINO et al., 2007).

A atividade antioxidante foi calculada de acordo com a formula % AA= [1 — (Ai —
At)/(A’i — A’t)] * 100, onde o Ai é absorbancia da amostra no tempo zero, At absorbancia da
amostra no tempo final, A’i absorbancia do controle no tempo zero, A’t absorbancia do controle

no tempo final.
4.3.3 Modelo de Experimentacéo Animal

Os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFGD
(CEUA-Protocolo Nbr. 14/2015). Foram utilizados 3 ratos machos da linhagem Wistar
Hannover (Rattus norvegicus, variedade Albins Rodentia), com 8 semanas de idade pesando
200-300 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal da Grande Dourados —
UFGD. Durante todo o periodo os animais permaneceram acondicionados em gaiolas
individuais de aco inoxidavel, em ambiente com temperatura controlada (20-25°C), umidade
relativa de 55+ 10% e iluminacéo apropriada com ciclo claro/escuro de 12 h tendo livre acesso

ao consumo de racédo e agua, e jejum antes dos experimentos.
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4.3.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante Empregando MDA Como

Biomarcador

A atividade antioxidante do EMPC foi avaliada in vitro de acordo com método descrito
por Stocks et al. (1974). Este método é baseado na inibicao da lipoperoxidacao espontanea de
homogeneizado de cérebro de ratos, quando incubado em condic¢des controladas de temperatura
e oxigenacdo. Malondialdeido (MDA) foi empregado como parametro para avaliacdo da

lipoperoxidacéo.

Trés ratos Wistar machos com peso entre 200-300 g foram anestesiados e mortos. A
cabeca foi removida por guilhotinamento, o cérebro foi removido e lavado com solucéo de
cloreto de s6dio NaCl 0,15 mol/L, e pesado. A seguir o cérebro foi triturado juntamente com
tampado fosfato de potassio salino [(K2HPO4/KH2PO4)/NaCl 0,14 mol/L] pH 7,4 com volume
quatro vezes maior que peso do cérebro. O cérebro triturado foi submetido a centrifugacdo sob
1800 RPM por 20 minutos. Em seguida o homogeneizado foi separado e diluido em trés vezes

seu volume final.

O EMPC foi testado nas concentragdes de 0,20; 0,50; 0,75 e 1 mg/mL em metanol
CLAE, onde foi adicionado 50 uLL de amostra junto com 3 mL de homogeneizado, usando como
controle 50uL de tampao fosfato de potassio salino juntamente com 3 mL homogeneizado, a
leitura da absorbancia a 532 nm no tempo zero foi realizada em espectrofotdmetro e incubado
por 1 hora em banho-maria 37°C. Apds 1 hora foi adicionado 1,2 mL de &cido tricloroacético
280 mg/mL para precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas e ao sobrenadante
foi adicionado 1 mL de acido tiobarbitarico 10 mg/mL e incubado a 100°C por 15 min,
posteriormente foi realizado a leitura no tempo final a 532 nm. A analise foi realizada em

triplicada empregando como controle positivo o BHT.

O calculo foi realizado de acordo com a seguinte formula abaixo (eq.1):

ABS A final - ABS A inicial

%l =1
% ABS C final - ABS C inicial

x100 eq.1

Onde a (% 1) é igual & porcentagem de inibicdo, (ABS Arina) média das absorbancias da
amostra mesurada no tempo final, (ABS Ainicia) média das absorbancias da amostra mensuradas
no tempo inicial (ABS Crinal) média das absorbancias do controle mensurada no tempo final e

(ABS Ciniciar) média das absorbancias do controle mensurada no tempo inicial.
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Os valores de porcentagem de inibicdo foram plotados em funcdo da concentragdo
utilizando o programa de estatistica OriginLab 9.1 ®, empregando a andlise de regressao linear

para encontrar 0 ICso, que é a concentracdo necesséaria para inibir 50% da oxidacao.
4.4  Atividade Antiproliferativa do EMPC

O experimento foi realizado em parceria com a Professora Doutora Mary Ann Foglio.
Todos os teste foram desenvolvidos no laboratério de CPQBA-UNICAMP, Campinas-SP.

As linhagens de células foram doadas pelo National Cancer Institute (NCI). Foram
plaqueados 100 pL de cada célula [U251 (glioma, SNC)!, MCF7 (mama)!, NCI/ADR-RES
(Oviério resistente)!, 786-0 (renal)}, NCI-460 (figado)!, PCO-3 (prostata)!, OVCAR-3 (ovario)?,
HT-29 (colon)?, K-562 (leucemia)! e HaCat (queratindcitos)?], em meio RPMI-1640/SFB/
gentemicina, nas suas respectivas densidades de inoculacdo em placas de 96 compartimentos.
Estas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% e CO. e 100% de umidade.
Para cada linhagem foi utilizado um numero estipulado de placas, além da placa TO (placa

controle), dependendo da quantidade de células obtidas.

O EMPC foi obtido na concentracdo 1 g/mL em dimetilsuféxido de sédio (DMSQO)
resultando em solugbes estoques. Estas solugdes foram diluidas 40 vezes em
RPMI/SFB/gentamicina. Foram adicionados 100 pL do extrato a ser testado nas placas de 96
compartimentos, exceto na TO, nas doses de 0,25; 2,5; 25; 250 mg/ mL, sendo realizada no
mesmo momento, a fixacao e leitura da placa TO, onde foi possivel determinar a quantidade de
células presentes no momento em que os compostos foram colocados. As demais placas foram
encubadas por 48 horas. Apds este periodo foram realizadas as leituras pelo ensaio do
suforrodamina-B (SRB).

As placas de 96 compartimentos forma centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm, e foram
fixadas com 50 uL de acido tricloroacético 50% (TCA) para as células aderidas e 80 % para as
células em suspensdo. Para completar a fixacdo celular, as placas forma incubadas por 1 horas
a 4 °C. Apos esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua destilada
para remocao dos residuos de TCA, meio, SFB e metabolitos secundarios. Essas placas foram

mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

! Linhagem celular cancerigena.
2 Linhagem celular n3o-cancerigena.
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Em seguida as células foram coradas pela adicdo de 50 pL de SRB a 0,4% (p/v)
dissolvidas em &cido acético a 1%. Estas foram incubadas a 4°C, durante 30 minutos. Apos esse
periodo, as placas forma lavadas por 4 vezes seguidas com uma solucdo de acido acético 1%.
O residuo da solucéo de lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura

ambiente.

O corante aderido as proteinas celulares foi solubilizado com uma solucdo de base
Trizma na concentragdo de 10 pL e pH 10,5 por 5 minutos em ultrassom. A leitura

espectrofotométrica da absorbéancia foi realizada em 560 nm em um leitor de microplacas.

A andlise dos resultados foi realizado calculando as médias das absorbancias
descontadas dos respectivos brancos e através da equacao abaixo (eq. 2).

t—to
c—to

GI =100 * [

] eq. 2

Onde foi determinada a inibicdo de crescimento (IG) de cada amostra testada. Sendo
que T é a média da absorbancia da célula tratada; C é o controle de célula; TO € o controle de
células no dia da adicédo do extrato. O resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se entédo
a porcentagem de inibicdo de crescimento (%Gl). As amostras foram consideradas ativas
quando apresentaram inibigéo de crescimento maior que 50% e ainda de forma dose-dependente
(MONKS et al. 1991).

4.5 Avaliacdo do Potencial Anticolinesterasico do EMPC

Seguiu-se 0 mesmo modelo de experimentacdo animal descrito para 0 método de
avaliacdo antioxidante empregando MDA como biomarcador (CEUA-Protocolo Nbr. 14/2015).
Foram anestesiados via inalatéria (halotano) e mortos, 3 ratos Wistar machos, posteriormente
os cérebros foram removidos, e suas estruturas (cortex, hipocampo e estriado) separadas®. Apos
a remocao, as estruturas foram trituradas na presenca de 2 mL de solugéo tampdo Tris-HCI 10
mmol, pH 7,5 com sacarose 160 mmol (1:10, p/v). Posteriormente as estruturas foram
submetidas a centrifugacdo a 1800 rpm por 20 minutos, separando o sobrenadante. O

sobrenadante foi entdo submetido a quantificacdo de proteinas.

4.5.1 Quantificacdo de Proteinas

1 Todas as etapas de remocao e preparo do homogeneizado foram realizas a uma temperatura média de 0-2°C, com
a finalidade de evitar a desnaturagéo da enzima AChE.
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O método empregado foi descrito por Bradford (1976), sendo uma técnica para a
determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie Brilliant Blue” BG-250.
Este método se baseia na interacdo do corante BG-250 com macromoléculas de proteinas que
possuem aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a interacao
entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 ocasiona um deslocamento do
equilibrio do corante para a forma ani6nica, que absorve fortemente em 595 nm. Foi utilizada
como curva padrdo a albumina sérica bovina, para corre¢do da concentracao de proteina foi
empregado um fator de correcéo (FCC) referente a média das absorbancias da curva padréo (eq.
3).

absorbancia da amostra x FCC

[proteina] = eq. 3

Volume de amostra

Apbs a quantificacdo de proteinas nos tecidos animais foram realizados a dilui¢do para

atingir as concentrages ideais do teste (Tabela 1).

Tabela 1: valor de concentracéo a ser corrigida

Estruturas Cerebrais

Concentracao de Cortex Hipocampo Estriado
proteina ideal para

_ 0,6 mg/mL 0,8 mg/mL 0,4 mg/mL
realizacéo do teste

4.5.2 Potencial anticolinesterasico In vitro

Apds a correcdo e o calculo da concentracdo, foi realizada a avaliacdo do potencial
anticolinesterasico do EMPC, a partir da atividade enziméatica da AChE presente no
homogeneizado, sendo determinada pelo método de Ellman et al. (1961), empregando como
controle, o solvente metanol CLAE, e branco agua ultrapura. A reacdo da atividade enzimatica
de AChE foi realizada em microplaca de 96 pocos. Foi empregado meio de ensaio contendo
97,5 pL de agua, 150 uL (5,5-ditiobis-2-nitrobenzoato) DTNB 1.04 mmol, diluido em tampéo
fosfato de potassio 24 mmol pH 7,5 e 0,03 g de bicarbonato de sddio, posteriormente incubado
por 2 minutos a 30°C com 7,5 uL da amostra (EMPC), iniciando a reacdo com adi¢édo de 15 pL
iodeto de acetiltiocolina 0,83mmol L. O produto da reagdo foi determinado em 412 nm
durante 13 s por 5 vezes, Possiveis aumentos na absorbancia foram corrigidos devido a hidrélise

espontanea, por meio da subtracdo da velocidade da reacdo antes da adi¢do da enzima, com a
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velocidade da reagdo depois de se adicionar a enzima. E sua atividade enzimatica expressa em
umol de ACh Hidrolisada x Horat/mg de proteina. A atividade enzimatica normal do cérebro
foi empregada como meio comparativo para expressar o potencial inibidor do EMPC frente a
AChE.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de Constituintes

As concentragdes de compostos fendlicos totais presentes nos extratos sdéo mostradas na
(Grafico 1). O EMPC apresentou um teor de fenois totais de 156,63 mg GAE /g extrato,
flavonoides 140,92 mg QE / g extrato, taninos condensados 439,21 mg (CE) / g extrato e
flavonol 541,29 mg QE / g de extrato.

Grafico 1: Concentracdo de fendis totais, flavonoides, taninos condensados e flavonol

presentes no EMPC.

TEOR DE CONSTITUINTES

E fends totais (mg GAE / g de extrato) = flavondides (mg de QE / g de extrato)
flavonéis (mg de QE / g de extrato) = taninos condensados (mg de CE / g de extrato)

600
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400
300
200

100

mg de Equivalentes / g de extrato

Constituintes

Comparando os valores do presente estudo com os valores da literatura, pode-se afirmar
que os resultados para taninos condensados e flavondis demonstrando valores superiores aos
descritos anteriormente para mesma espécie. Segundo Formagio e colaboradores (2014), o
estudo do perfil fitoquimico de Psychotria capillacea apresentou as seguintes concentracdo de
fendis (148,42 + 4,69 mg AGE/ g de extrato), flavonoides (91,58 + 3,74 mg de QE / g de
extrato), flavonois (185,54 + 5,33 mg QE / g de extrato) e taninos condensados (571,95 + 7,22
mg de CE / mg de extrato) respectivamente, tal diferenca pode ser justificada pelos periodos
distintos de coleta, uma vez que a espécie estudada em ambos estudos foram coletadas na

mesma regido.
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Os compostos fendlicos (fendis, flavonoides, flavonol e taninos condensados) sdo
conhecidos como antioxidantes de alto nivel, devido a sua capacidade para sequestrar radicais
livres e espécies de oxigénio ativas, tais como oxigénio singleto, radicais livres superoxido e
radicais hidroxila (TORRES e ROSAZZA, 2001). A atividade de sequestro de radical livre é
atribuida a substituicdo dos grupos hidroxila nos sistemas de anel aromatico dos compostos
fendlicos como um resultado da sua capacidade de doar hidrogénio (NACZK e SHAHIDI,
2004). No entanto, outras substancias ndo-fendlicas também podem atuar sequestrando radicais
ou inibindo a peroxidacéo lipidica, pode-se citar como exemplo o acido ascobico.

5.2 Avaliacéo da Atividade Antioxidante

Devido a complexidade de alguns extratos de plantas é recomendada a utilizacdo de
varios métodos diferentes para a avaliacdo da atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS,
CUVELIER e BENSET, 1995).

5.2.1 Meétodo de Sequestro de Radicais Livres DPPH

Dos métodos atualmente utilizados, pode-se incluir o DPPH (BLOIS, 1958), que mede
a capacidade de uma substancia para eliminar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina com

uma mudanca de cor de violeta para amarelo palido (Figura 9).

Figura 9 - Reacdo fotocolorimétrica do DPPH em meio antioxidante.

1,1-difenil-picrilhidrazina

Fonte: BLOIS, 1958, adaptado.
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Foram utilizados 0s seguintes parametros para determinar a atividade
antioxidante do EMPC através do método DPPH, partindo de sua regressdo linear (Gréfico 2).
Potente atividade para ICso < 20 pg/mL, moderada 21 pg/mL > ICso < 70 pg/mL e baixa ICso
> 71 pg/mL. Os resultados da avaliagéo da atividade antioxidante do EMPC apresentou potente
atividade antioxidante 16,60 pug/mL, quando comparado com o padrdo BHT (16,70 pg/mL)
(Tabela 2). Formagio e colaboradores (2014) encontrou uma atividade antioxidante moderada
para P. capillacea com 1Cso = 30,05 £ 6,22 pg/mL, quando comparado ao padrdo BHT (16,72
+ 1,34 pg/mL).

Graéfico 2: Curva analitica expressando a regressao linear para atividade antioxidante de EMPC
pelo método de DPPH.
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5.2.2 Método do Cooxidagao do -Caroteno/ Acido Linoleico

O método branqueamento do B-caroteno avalia a capacidade de uma substancia para
impedir a oxidagdo de [-caroteno, protegendo-o dos radicais livres gerados durante a

peroxidagdo de &cido linoleico.

Foram utilizados os seguintes parametros para determinar a atividade antioxidante do
EMPC através do método do branqueamento do -caroteno, Potente atividade 1Cso <20 pg/mL,
moderada 21 pg/mL > ICso < 70 ng/mL e baixa ICso > 71 pg/mL. Os resultados da avaliagéo

da atividade antioxidante do EMPC apresentou moderada atividade antioxidante (%AA =
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46,48), quando comparado com o padrédo BHT (%AA =91,20) (Tabela 2). Segundo Formagio
e colaboradores (2014) obteve resultados moderados para a atividade antioxidante para P.
capillacea (%AA = 33,40 + 15,22) quando comparado ao padrdo BHT (%AA = 91,20 £ 4,54).

5.2.3 Avaliacdo da Atividade Antioxidante Empregando MDA Como

Biomarcador

O teste se baseia na inibicdo da lipoperoxida¢do empregando o malondialdeido (MDA)
como biomarcador. O MDA é um dos produtos de oxidacéo de acidos graxos poliinsaturados,
que reage com o acido tiobarbiturico (TBA), formando um complexo de coloracéo rosa, e tem
um maximo de absor¢do no comprimento de onda 532 nm, podendo assim mensurar a atividade

antioxidante ou a concentragcdo de MDA de acordo com a absorbéancia (Figura 10).

Figura 10 - Reacgdo fotocolorimétrica entre o acido 2-tiobarbiturico e o malondialdeido,

formando o composto colorido (rosa).

OH OH

HS.__Ny_OH
H -,
o s Sy NN

OH HO

Fonte: Stocks et al., 1974, adaptado.

Foram utilizados 0s seguintes parametros para determinar a atividade antioxidante do
EMPC através do método MDA-TBARS, Potente atividade ICso < 20 pg/mL, moderada 21
ug/mL > ICso < 70 pug/mL e baixa ICso > 71 pg/mL. No método MDA-TBARS o EMPC
apresentou 1Cso de 61,59 pg/mL capacidade antioxidante superior ao padrdo BHT 75,69 pg/mL,
no entanto essa atividade se enquadra como moderada quando comparada ao BHT (Gréafico 3)
(Tabela 2).
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Gréfico 3: Curva analitica da inibicdo da peroxidacéo lipidica empregando o EMPC.
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Tabela 2 - Avaliacdo da atividade antioxidante do EMPC pelos métodos DPPH, B-caroteno/
acido linoleico e MDA-TBARS.

Métodos avaliados

DPPH p-caroteno/ac.  MDA-TBARS
Amostras ) )
Linoleico
I1Cso (Mg/mL) %AA I1Cs0 (ug/mL)
EMPC 16,60 46,48 61,59
BHT 16,72 91.20 75,69

5.3 Atividade Antiproliferativa do EMPC

Dois parametros de resposta foram calculados a partir do Grafico 4, (Glso e TGI) para o
extrato em cada linhagem celular cancerigenas ou ndo-cancerigenas, os resultados estdo
expressos na Tabela 3.
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Gréfico 4 — Atividade antiproliferativa do (A) EMPC e (B) padrdo doxorrubicina frente
as 9 linhagens celulares cancerigenas e 1 ndo-cancerigena.
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Tabela 3 - Glso e TGI extrato metandlico de Psychotria capillacea e padrdo Dexorrubicina

(ug/mL) em varias linhagens de células tumorais.

Linhagens de células Amostra Padréo
tumorais
EMPC Doxorrubicina
Glso TGI Glso TGI
(Mg/mL)  (pg/mL) (Mg/mL)  (pg/mL)

HaCat (-) ) 0,01 0,77

HT-29 83,19 ) 0,09 26,03

K-562 85,21 ) 0,03 2,60

MCF-7 39,64 194,42 0,01 2,52

NCIH-460 (-) ) 0,01 3,73

NCI/ADR-RES 62,44 ) 0,20 22,42

OVCAR-3 2,23 ) 0,02 1,47

PC-3 ) ) 0,18 1,03

U-251 16,76 ) 0,02 2,68

786-0 ) ) 0,04 0,51

Os valores de Glso (atividade citotoxica) referem-se a concentracdo de extrato que reduz
50% do crescimento celular em relagdo as células de controle (sem adigdo de extrato). O TGl
(atividade citostatica) refere-se a concentracdo do extrato necessario para inibicdo total do
crescimento celular. Neste enfoque, a atividade foi classificada para o os seguintes valores: Glsg
e TGI> 100 pg/mL, inativo; 10 pg/mL > Glsp e TGI <100 pg/mL, moderada e Glsp e TGI <10

pg/mL ativa, quando comparados ao padrdo Doxorrubicina.

O extrato apresenta um potencial ativo sobre a célula OVCAR-3 com Glso de 2,23
pug/mL. Nas linhagens de células cancerosas U-251 (Glso= 16,76 ug/mL), NCI/ADR-RES (Glso
= 62,44pug/mL), MCF-7 (Glso = 39,64 ng/mL; TGI = 194,42 ng/mL), K-562 (Glso = 85,21
pg/mL) e HT-29 (Glso= 83.19 pg/mL), EMPC apresentou um potencial moderado.
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Estudos mostram que algumas espécies do género apresentaram atividade
antiproliferativa, sendo elas P. prunifolia e P. umbellata que apresentam atividade
antiproliferativa frente a linhagem celular leucémica (ROTH et al., 1990; KATO et al., 2011,
GERLACH et al., 2010).

O Instituto Nacional de Cancer Americano considera um extrato bruto promissor
quando o mesmo demonstra um Glsg inferior a 30 pg/mL (SUFFNESS e PEZZUTO, 1990),
sendo assim os resultados obtidos pelo EMPC, pode ser uma alternativa vidvel para o
tratamento dos canceres de ovario e glioma, considerando também a necessidade de estudos

mais aprofundados para descobrir 0s compostos responsaveis e 0 mecanismo de acao.
5.4  Avaliacéo do Potencial Anticolinesterasico do EMPC

No meio reacional na placa de 96 pocos, a enzima AChE hidrolisa o substrato
acetiltiocolina, gerando como produto a tiocolina, que reage com o reagente de Ellman,
produzindo 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitrobenzoato, que possibilita a
determinacédo a 405 nm (Figura 11) (ELLMAN, 1961).

Figura 11 - Reacdo fotocolorimétrica do neurotransmissor ACh com o reagente de Ellman.
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Fonte: préprio autor

A atividade enziméatica para o EMPC foi expressa em potente quando o extrato
apresentou baixa taxa de hidrélise de ACh, quando comparado ao controle, pois essa atividade
estd diretamente relacionada com a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. Quanto mais

elevada a taxa de atividade enzimatica menos efetivo o extrato frente & enzima AChE.

Os valores obtidos na determinacdo do potencial anticolinesterasico foram expressos no

Gréfico 5. Para determinar o potencial neuroprotetor do EMPC utilizou-se a atividade
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enzimética (umol de ACh hidrolisada x Horal/mg de proteina) do cérebro na presenca do

solvente metanol como controle para comparar uma possivel reducéo ou elevacgdo da atividade

enzimatica apos adicdo das diferentes concentracdes do EMPC (0,25; 0,5; 2,5; 4; 6 e 10

mg/mL).

Grafico 5 - Potencial anticolinesterasico do EMPC e Controle expresso em atividade

enzimética de AChE (umol de ACh hidrolisada x Horat/mg de proteina).
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Pode-se observar no grafico que o EMPC se mostrou ativo quando comparado ao

controle na estrutura hipocampo, apresentando atividades enzimaticas inferiores ao controle nas

diferentes concentracOes testadas. O mesmo se pode observar para a amostra de estriado com

excecdo da concentracdo 10 mg/mL. A amostra de cortex na presenca do extrato ndao apresentou

resultados promissores, apresentando elevada taxa enzimatica quando comparada ao controle

(Tabela 4 e 5).

Tabela 4 - Atividade enzimatica do EMPC acompanhada pelos respectivos desvios-padroes.

Atividade enzimitica da AChE (umol de

Concentracao
ACh hidrolisada xhora'/mg de proteina)
mg/mL

Hipocampo Estriado Cortex
0,25 6,24+0,14 11,29+021 21,98+1,34
0,5 736 £0,42 18,42+0,84 17,34+240
2.5 403+0,16 11,67+0,56 25,02+099
4 5,37+ 0,32 8,69+0,58 2518+0,67
6 6,08 £ 0,10 739+1,11 31,11+0,86
10 14,65+ 0,98 33,02+3,89 5393+1,66
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Tabela 5 — Atividade enzimatica do controle acompanhada pelos respectivos desvios-padrdes.

Atividade enzimatica da AChE (umol de

Volume de
ACh hidrolisada xhora'/mg de proteina)
MeOH (mL)

Hipocampo Estriado Cortex
0,25 18,65+0,21 18,65+0,21 18,85+1,31
0,5 10,11+2,56 16,11 £2.88 16,7 + 2,33
2.5 12,37+ 5,81 15,77+ 0,06 15,34 £0,67
4 18,83 +0,94 20,16 +3,13 18,59+1,53
6 16,68 £2.85 18,62+0,75 1841+3,54
10 1850+£295 18,52+299 18,50+2,95

Outras espécies de Psychotria também apresentaram atividade frente a enzima, séo elas:
P. principensis que inibiu a atividade enziméatica em 50% com uma concentragdo de 2,4 ng/mL
devido a presenca do alcaloide vocamine. As fracBes de P. viridis, cloroférmio (91,76% =+
2,25%), hexano (80,34% + 1,33%), metanol (85,28% * 2,99%) e acetato (91,21% * 3,95%),
apresentaram elevada atividade anticolinesterdsica expressa em porcentagem de inibicdo,
qguando comparadas ao controle positivo Galantamina® (90,31% % 0,24%) (SOARES, 2015;
CURRAIS et al., 2014). Analisando este contexto € possivel afirmar que a espécie Psychotria
capillacea possui atividade frente a enzima AChE, no entanto estudos Ex vivo, In vivo e In
silico, sdo primordiais para caracteriza-lo como potencial protétipo a farmaco, elucidando seus

mecanismos de acdo, bem como suas caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas,
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6. COSIDERACOES FINAIS

O EMPC apresentou maior concentracao de flavonadis e taninos condensados comparado

a estudos fitoquimicos anteriormente relatados na literatura.

O EMPC exibiu elevado potencial antioxidante perante 0 método de sequestro de
radicais livres DPPH, e moderada atividade antioxidante frente aos modelos de peroxidacéo

lipidica (cooxidacdo do betacaroteno/ac linoleico e MDA-TBARS).

A espécie também apresentou elado potencial antiproliferativo para as linhagens celular
de ovario (Glso = 2,223 pg/mL).

O EMPC apresentou atividade anticolinesterasica, sendo observado em diferentes
estruturas cerebrais, com excecdo do cortex, onde o0 EMPC ndo se mostrou promissor, devido

a sua elevada taxa de hidrélise de ACh.
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PRO-REITORIA DE DE POS-GRADTACAD E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS, 22 de fevereiro de 2016.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulade “Avaliacde da atividade
antitumoral, anticolinesterasica, anti-inflamatoria e toxicidade de
espécies de Psychotria (Rubiaceae)”, protocolo n?  14/2015, sob
responsabilidade de Anelise Samara Nazari Formagio - gue envolve a
producdo, manutencado efou ufilizacdo de animals pertencentes ao filo
Chardata, subfilo Vertebratz (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normmas editadas pelo Conselho Macional de Controle da
Experimentac3o Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comiss3o de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados,

em reunido de 11 de dezembro de 2015.

Vigéndia do Projeto 07032016 — 15042016
Especiafinhagem Rattus norvagicus/ Wistar e Mus muscufus’ Swiss
N2 die arimais 145

Pesg/idade 200-300 g/ 2-3 meses 25-30 g/ 45 dias
Saxo 87 Machos e 24 Fémeas / 84 Machos
) Biotério da Fawuldade de Ciéndas da Sadde-
Chigem
FCS/URGD

de 'Ir"'-'!‘a"";“’_,"l]rt?"‘"f*‘d”"-—

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA

Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUATUFGD — Bua Jodo Rosa Goes, 1761 — Vils Progresso.
Dwourados/BI5. E-mail: cenai@ufzd edu br
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